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Resumo

A Porphyromonas gingivalis ¢ uma bactéria Gram-negativa, anaerobica e em
forma de bastonete. Esta bactéria produz muitos fatores de viruléncia, dos quais os
principais incluem o lipopolissacarido (LPS), capsula polissacaridica, pilis comuns e

proteases.

P. gingivalis ¢ um dos principais agentes etioldgicos da periodontite, verificando-
se a sua presenga em cerca de 85% dos casos. Mesmo em baixa quantidade a P. gingivalis
tem a capacidade de provocar periodontite cronica através da remodelacdo da comunidade

bacteriana comensal, de modo a promover um estado de disbiose que predispoe a doenga.

Esta bactéria tem sido associada com inimeras doengas sistémicas e orais, como
por exemplo a diabetes, cancro, doenga de Alzheimer, artrite reumatoide, doencas

cardiovasculares e problemas na gravidez.

O principal objetivo desta dissertacdo foi rever de forma critica e caracterizar o
papel da bactéria P. gingivalis na etiologia das doengas orais e sistémicas. A pesquisa foi
realizada, essencialmente, através da base de dados PubMed e foram incluidas
publicacdes no intervalo de 2018-2022. Palavras-chaves como “systemic diseases”, “oral
diseases” e “Porphyromonas gingivalis” foram utilizadas aquando da realizacdo da

pesquisa bibliografica.

Desta dissertacdo, conclui-se que a P.gingivalis devido aos seus fatores de
viruléncia tem a capacidade de alterar algumas das fungdes do sistema imunologico e ser
um fator patogénico para algumas doengas, tais como artrite reumatoide, aterosclerose,

etc.

Palavras-chave: Porphyromonas gingivalis, doengas orais, doengas sistémicas,

LPS






Abstract

Porphyromonas gingivalis is a Gram-negative, anaerobic, rod-shaped bacterium.
This bacterium produces many virulence factors, the main ones of which include

lipopolysaccharide (LPS), a polysaccharide capsule, common pilis and proteases.

P.gingivalis is one of the main etiological agents of periodontitis, with its
presence in about 85% of cases. Even in low amounts, P.gingivalis has the ability to
cause chronic periodontitis through the remodeling of the comensal bacterial

community, in order to promote a state of dysbiosis that predisposes to the disease.

This bacterium has been correlated with numerous systemic and oral diseases,
such as diabetes, cancer, Alzheimer’s disease, rheumatoid arthritis, cardiovascular

diseases and pregnancy problems.

The main objective of this dissertation is to critically review and characterize the
role of the bacterium P.gingivalis in the etiology of oral and systemic diseases. The
search was essentially carried out through the PubMed database and publications in the

2018-2022 range were included. Keywords such as “sistemic diseases”, “oral diseases”

and “Porphyromonas gingivalis” were used during the literature search.

From this dissertation it is concluded that P.gingivalis, due to its virulence
factors, has the ability to alter the functions of the immune system and be a pathogenic

factor for some diseases, such as rheumatoid arthritis, atherosclerosis, etc.

Keywords: Porphyromonas gingivalis, oral diseases, systemic diseases, LPS
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Introdugdo

L. Introducio

A cavidade oral contém um conjunto complexo de microrganismos, genericamente
denominados de microbiota oral, desenvolvido logo apo6s os primeiros minutos de vida
de uma crianga e ¢ a segunda microbiota com mais diversidade de espécies, sendo
composta por mais de 700 espécies de bactérias, protozodrios, fungos, archae (grupo de
seres vivos unicelulares morfologicamente idénticos as bactérias), bacteriofagos e
candidate phyla radiation group (uma radiacdo evolutiva de linhagens bacterianas em
que a maior parte dos seus membros ndo sdo cultivaveis e, somente, sdo conhecidos por
analise genoémica e sequenciamento de célula unica (Figura 1). A cavidade oral é um
ambiente com uma grande complexidade onde cada superficie dispde de um nicho
ecoldgico unico com os seus nutrientes, condi¢cdes ambientais adequando-se, apenas, para
um certo nimero de microrganismos e onde estes colonizam em diferentes habitats.
Embora cada individuo tenha a sua “identidade microbiana”, pois esta depende de alguns
fatores, tais como idade, dieta, habitos tabagicos e atividade fisica, a fungdo da microbiota
¢ a mesma em todos os individuos, apresentando um papel crucial na saude e no

desenvolvimento dos mesmos. (Caselli et al., 2020; Mohanty et al., 2019).
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O Papel da Porphyromonas gingivalis na Etiologia das Doengas Sistémicas e Orais

Inflamacédo

Superficie dentiria
Pelicula Adquirida

Legenda das bactérias: Gram positiva (+), Gram-negativa (-), aerébia (*), anaerébia (")
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- - = Prevotella intermedia™ -= Porphyromonas gingivalis”® -= Aggregatibacter actinomyc
@ = Tannerella forsythia® @@ - Prevotella denticola® g - Sclenomonas flueggei®

=Treponema denticola”®

Colonizadores
Secundirios

%1 emmm—— —Fubacterium nodatum”®

Figura 1 - Diversidade de espécies existentes na cavidade oral. O biofilme dentario ¢ composto por dois
tipos de colonizadores que podem ser Gram-positivos, Gram-negativos, aerdbios ou anaerobios:
colonizadores primarios (como por exemplo, Spretococcus oralis) e colonizadores secundarios (como por

exemplo, Prevotella intermedia) [adaptado de (Mohanty et al., 2019)]

As bactérias da microbiota oral presentes num estado de satide coabitam com o ser

humano num estado de simbiose. Existem dois estados de equilibrio:

e Entre a proliferagdo de diferentes espécies;

e Entre as proprias bactérias.

Caso ocorra um desequilibrio na homeostase, denominado por disbiose, um ou mais
tipo de microrganismos proliferam e ativam as func¢des defensivas do sistema imunitario.
A disbiose oral causa um estado inflamatorio na cavidade oral que contribui para a
inflamagao cronica sistémica de baixo grau. Este facto pode levar ao desenvolvimento ou
agravamento de patologias sistémicas. Deste modo, a microbiota oral torna-se num

marcador de saude geral através da sua atividade sistémica (Mohanty et al., 2019).

A cavidade oral de individuos saudaveis ¢ composta por uma microbiota comensal,
sendo o Streptococcus o género bacteriano mais abundante e prevalente em locais ndo

afetados por doencas periodontais (Slezak et al., 2020). Entre os diversos complexos
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Introdugdo

microbianos, o complexo laranja € o primeiro a ser relacionado com a doenga periodontal
sendo constituido por bactérias anaerdbias Gram negativas como a Prevotella intermedia,
Prevotella nigrescens, Prevotella micros e Fusobacterium nucleatum. A medida que a
doenga vai progredindo passa-se do complexo laranja para o vermelho constituido pelas
Porphyromonas gingivalis, Treponema denticola e Tannerella forsythia. As bactérias
comensais com baixa patogenicidade como por exemplo, Capnocytophaga ochraccea,
Capnocytophaga sputigena e Eikenella corrodens estdo incluidas nos complexos verde e
amarelo (Figura 2). As bactérias destes dois complexos nao estao diretamente envolvidas
no desenvolvimento de doencga periodontal, mas estao envolvidas no estabelecimento dos

complexos vermelho e laranja (Caselli et al., 2020; Mohanty et al., 2019).

Actinomyces { Paingivalis

| h | | V.parvula | -
Species | ; | T.denticola |
A.odontolyticus \ Tiorsythensis |

— % 4 %, 4

S . . C.rectus
S.oralis Aracis Pintermedia
S.sanguis P nigrescens
P.micros E. nodatum
Strepiococcus sp. 5. consteliatus F. nuc. vicentil
S.gordonii

F. nuc. nucleatum
F. nuc. polymorphum
F. nuc. periodonticum

S intermedius

C.showae
E.corrodens
C. gingivalis
C_sputigena
C.ochracea
C.concisus
A actino. a

Figura 2 - Esquematizagdo dos seis grupos de espécies microbianas que constituem os complexos
microbianos subgengivais. A amarelo, azul e verde estdo representados os colonizadores primarios, que ha
medida que se vao desenvolvendo, levam a multiplicagdo de espécies dos complexos laranja e vermelho
que compreendem as principais bactérias patogénicas da doenga periodontal [adaptado de (Mohanty et al.,

2019)]

A periodontite ¢ uma doenga inflamatoria oral em que uma resposta imunitaria
excessiva direcionada a microbiota na superficie do dente destroi os tecidos que suportam
os dentes, ou seja, o periodonto, formando bolsas periodontais. A microbiota destas bolsas
inclui bactérias patogénicas anaerdbias que formam biofilmes e que sdo microrganismos
muito resistentes aos antibacterianos e componentes imunitérios do sistema imunitario do

hospedeiro (Isoshima et al., 2020).
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O Papel da Porphyromonas gingivalis na Etiologia das Doengas Sistémicas e Orais

Fatores como a genética, fatores ambientais e comportamentais estdo também
associados ao desenvolvimento da doenga periodontal. A estrutura do periodonto ¢é
complexa sendo composta por gengiva, ligamento periodontal, cemento e osso alveolar
(Figura 3). O epitélio juncional ¢ uma estrutura localizada no fundo do sulco gengival e

que controla a presenga de bactérias (Isoshima et al., 2020).

D
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1C
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4
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Figura 3 - Estrutura anatdmica de um peridoto saudavel. Legendas: D- dente, SG — sulco gengival, EJ-
Epitélio juncional, CR- cemento radicular, LP- ligamento periodontal, TC — tecido conjuntivo, G-gengiva
[adaptado de (Kondnen et al., 2019)]

Este trabalho teve como principal objetivo rever de forma critica e caracterizar o
papel de uma bactéria presente na cavidade oral, denominada de Porphyromonas

gingivalis, na etiologia de doengas tanto orais como sistémicas
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Materiais e Métodos

1. Protocolo

Esta revisao sistematica utilizou as diretrizes PRISMA (Preferred Reporting Items for

Systematic Reviews and Meta-analysis) (Moher, D.; Liberati, A.; Tetzlaff, J.; Altman,

D.G.; Group, P. Preferred reporting items for systematic reviews and meta-analyses: The

PRISMA statement. PLoS Med. 2009, 6, ¢1000097). A lista de verificagdo PRISMA esta

disponivel como informacao suplementar (Tabela 1).

2. Pergunta de investigacio e critérios de inclusio

Foi colocada a seguinte questdo: “Qual a evidéncia cientifica de que a bactéria

Porphyromonas gingivalis causa doengas sistémicas e orais? Os critérios PICOS que

permitiram a elaboracdo da pergunta de investigagao sdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1 — Critérios Picos

Os critérios de inclusdo foram os seguintes:

P | Populagdo ou Pacientes com doencas sistémicas e orais, qualquer idade e
Problema sem restricao de sexo.
I | Intervengdo ou Infecdo com P. gingivalis
exposicao
C | Comparagao Individuos saudaveis nao infetados por P. gingivalis
O | Resultados Tipo de doenga oral e/ou sistémica associada a P. gingivalis
S | Desenho do Estudos primérios e ensaios clinicos
estudo

Estudos que tenham sido realizados em amostras constituidas por pessoas de

qualquer idade e de ambos os sexos;

Estudos nos quais a bactéria Porphyromonas gingivalis tenha sido avaliada como

causadora ou influenciadora de doengas sistémicas ou orais;

Estudos completos escritos em inglés;

Estudos realizados nos ultimos 3 anos.

3. Estratégia de pesquisa e selecio de Estudos

A pesquisa foi realizada na base de dados electronica PubMed utilizando as palavras-

chave “systemic diseases

29 ¢¢

, “oral diseases” e “Porphyromonas gingivalis” € a conjugacao
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destas palavras-chave. Foram selecionados os artigos em lingua inglesa publicados entre
1 de janeiro de 2018 e 31 de agosto de 2022. Pesquisas adicionais foram realizadas apds
a leitura das referéncias de todos os artigos relevantes. Os textos completos de todos os
artigos correspondentes aos critérios de inclusdo foram obtidos e examinados para

inclusdo final. O processo de selecao foi incluido num diagrama de fluxo PRISMA.
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I11. Resultados

Para a realizagdo desta dissertacao foram pesquisados e lidos 196 artigos, no entanto
apenas foram selecionados 147 artigos pois eram estes que apresentam o0s critérios
estabelecidos no capitulo II. Destes 147, apenas 91 se apresentaram essenciais para a

realizacdo da tese.

1.  Porphyromonas gingivalis

1.1 Taxonomia e Caracteristicas da bactéria

A taxonomia da bactéria Porphyromonas gingivalis pode ilustrar-se da seguinte forma

segundo a National Center for Biotechnology Information (NCBI, 2016):

e Reino: Bacteria

e Filo: Bacteroidetes

e C(lasse: Bacteroidia

e Ordem: Bacteroidales

e Familia: Porphyromonadaceae
e Género: Porphyromonas

e Espécie: Porphyromonas gingivalis

A Porphyromonas gingivalis ¢ uma bactéria anaerobica Gram-negativa, em forma de
bastonete, que forma coldnias negras em meios de cultura agar-sangue (Figura 4) e que
necessita da presenca de grupos heme e vitamina K no seu ambiente de crescimento

(Maquera-Huacho et al., 2022; Mei et al., 2020).
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Figura 4 - Coldnias negras de P.gingivalis em meio de cultura agar-sangue (A); Microscopia Eletronica da

P.gingivalis (formagdo do biofilme) (B) [adaptado de (Imai & Ogata, 2020; Stobernack, 2019)]

Como mencionado anteriormente, a P.gingivalis coloniza o epitélio oral, faz parte
do microbioma subgengival, e ¢ um dos agentes etiologicos da doenga periodontal,
estando associada a hemorragia gengival, aumento da profundidade de bolsas
periodontais e da reabsor¢ao dssea (Maquera-Huacho et al., 2022). Esta bactéria devido
aos seus fatores de viruléncia tem a capacidade de modificar a atividade do sistema
imunitario e invadir células epiteliais e endoteliais orais induzindo citocinas pro-
inflamatorias e recrutamento de mondcitos, neutréfilos e macrofagos (Figura 5). E
também capaz de remodelar a comunidade bacteriana comensal da boca, de modo a

promover um estado de disbiose (Mei et al., 2020; Radhakrishnan et al., 2019).

Saudavel Periodontite Bolsa Periodontal

Biofilme

Gengiva Bolsa
Saudavel {jq—,‘

‘/ Periodontal
; Inflamagio
nlvg::: - l/‘_'}."'-l’t-rda ossea
|
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Figura 5 - A perda da homeostase microbiana oral e a inflamag@o resultante levam ao recrutamento de

células imunes inatas para os tecidos periodontais. Presenca da P.gingivalis como principal agente

patogénico nas bolsas periodontais [adaptado de (Stobernack, 2019)]

22



Resultados

Esta bactéria tem componentes que promovem a alteracao das vias de sinalizagao
da inflamacao, do ciclo celular, do sistema de complemento e da apoptose. Também pode
promover ou alterar a interagdo entre os diversos recetores do hospedeiro que
posteriormente modificam o seu ambiente/resposta imunitaria do mesmo, de modo a
modular o ecossistema e permitir a sobrevivéncia da P.gingivalis nos tecidos do
hospedeiro. Todas estas estratégias de sobrevivéncia da P.gingivalis estdo dependentes
dos seus fatores de viruléncia, que serdo abordados no subcapitulo 1.3, e dos seus
componentes estruturais (lipopolissacarido, fimbrias, proteinas de choque térmico, etc.)
e secretorios tais como as gingipainas e vesiculas exteriores da membrana (Mei et al.,

2020).

1.2 Presenca da P.gingivalis no corpo humano

A cavidade oral faz parte do aparelho digestivo e como tal inclui inimeros
microrganismos, sendo a microbiota oral composta por uma comunidade microbiana de

grande complexidade (Lamont et al., 2018; Zhang et al., 2020).

A microbiota oral exerce um papel de elevada importancia no contexto geral da
saude humana e a sua disbiose pode ter como consequéncias o desenvolvimento de

doengas orais e sistémicas (Olsen & Yamazaki, 2019; Zhang et al., 2020).

A placa dentaria tem uma composicado muito elaborada, sendo composta por
particulas de alimentos, bactérias, produtos residuais de bactérias tanto na superficie do
dente como noutras superficies da cavidade oral. A acumulagdo de bactérias provoca

patologias como gengivite, periodontite e céries (Yan et al., 2021).

A Porphyromonas gingivalis ¢ uma das bactérias mais fulcrais na formacao do
biofilme e desempenha um importante papel no desenvolvimento da doenca periodontal.
A P.gingivalis tem a capacidade de produzir colagenase, proteases, hemolisinas,
endotoxinas, gorduras, acidos, amoniaco, sulfureto de hidrogénio, indole, entre outros.
Para além disso, esta bactéria inibe a migracao de polimorfonucleares através da barreira
endotelial. A P.gingivalis estd presente nos doentes com doenga periodontal, no entanto,
encontra-se em maiores quantidades em pacientes que t€ém uma doencga periodontal mais

agressiva.
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Ap0s se realizar acdes do quotidiano como por exemplo comer, ocorre a deposi¢ao
de biofilme nas superficies dentarias. Os primeiros colonizadores sdo Streptococcus
oralis e Streptococcus mitis; Streptococcus gordonii e Streptococcus oralis; e
Streptococcus sanguis (Fiorollo et al., 2019). Posteriormente, ocorre a agregacao
bacteriana onde se encontra a Fusobacterium nucleatum que assegura, diretamente ou
através da bactéria Treponema denticola, a subsequente adesdo da Porphyromonas
gingivalis que ¢ designado como um colonizador tardio, assim como a Actinomyces

actinomycetemcomitans ou a Prevotella intermedia (Fiorollo et al., 2019).

A P.gingivalis, como referido anteriormente, ¢ uma bactéria anaerdbia o que a
torna pouco provavel de sobreviver por longos periodos de tempo no ambiente, desta
forma o seu meio de transmissdo mais presumivel ¢ a propagacdo de pessoa para pessoa,
sendo a saliva contaminada um dos fatores mais relevantes para esta propagacao (Kriebel

et al., 2018).

Num estudo realizado por Rafiei et al (2018), em pacientes com periodontite e
pacientes saudaveis, a prevaléncia de P.gingivalis no grupo de pacientes com doenga
periodontal foi de 78% e no grupo de pacientes em saude oral foi de 34%. Também se

verificou que a prevaléncia desta bactéria € maior em bolsas periodontais mais profundas.

De realgar que fatores como a idade, sexo, tabagismo, alcoolismo, entre outros
sda0 muito importantes na prevaléncia desta bactéria, uma vez que podem afetar a
capacidade da invasdo da mesma nos tecidos periodontais e do posterior desenvolvimento
da doenca periodontal (Rafiei et al., 2018). A P.gingivalis ¢ um dos fatores mais cruciais
para o desenvolvimento da periodontite cronica que afeta, aproximadamente, 50% da

populacao mundial (Mei et al., 2020).

Num periodonto saudéavel, a resposta imunitdria da mucosa e a infiltragdo de
células imunitarias desencadeadas por agentes patogénicos periodontais no biofilme
dentario tém papéis moderados e protetores. Os macroéfagos e monodcitos, principalmente,
desempenham um papel primordial nas defesas do hospedeiro contra infe¢des
periodontais, contribuindo para o inicio de uma resposta imunitaria adaptativa. Porém, se
os agentes patogénicos periodontais proliferarem e aumentarem de numero, ira ocorrer
um estado de disbiose nos locais mais subgengivais tendo como consequéncia uma

resposta inflamatdria exacerbada, levando a secrecdo de citocinas e metaloproteinases da
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matriz (MMPs) que contribuem para as reagdes inflamatorias cronicas, modulagcdo do

tecido conjuntivo e destrui¢do dssea (Maquera-Huacho et al., 2022).

O estabelecimento e amadurecimento dos biofilmes dentérios sdo definidos pela
co- agregacdo de agentes patogénicos oportunistas causados por diversos fatores, como
por exemplo a deficiente higiene oral do individuo. O biofilme maduro causa uma
progressao mais acelerada da periodontite devido a existéncia de uma inflamag¢ao mais
prolongada associada a resposta imunitaria. Deste modo, a periodontite pode classificar-
se como uma doenga infeciosa causada pelo desequilibrio do microbioma oral e como
uma doenga inflamatdria causada por uma resposta imunitéria desregulada. A infeg¢do das
células periodontais do hospedeiro, assim como a expressao dos fatores de viruléncia,
podem provocar uma resposta inflamatoria local. A inflamacdo inicial dos tecidos
periodontais ¢ denominada de gengivite e pode ser resolvida através da remog¢do dos

biofilmes dentarios (Kriebel et al., 2018; Isoshima et al., 2021).

A periodontite por sua vez, ¢ caracterizada por processos irreversiveis e
progressivos, levando a degradacdo dos tecidos periodontais. Devido a continua
inflamacgdo, proliferagdo das células epiteliais de ligagdo das superficies dentérias e
tecidos gengivais ocorre o desprendimento da camada celular e posterior formacgao de

bolsas periodontais (Figura 6) (Kriebel et al., 2018).
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Figura 6 — Fases do desenvolvimento da doenga periodontal. Apds a acumulagdo de placa dentaria, os
neutréfilos dominam a resposta imune do hospedeiro e ocorre a progressido da gengivite precoce, a0 mesmo
tempo, que ocorre um aumento da infiltragdo de macrofagos e células T. A gengivite evolui para
periodontite, que se caracteriza pela formagdo de uma bolsa periodontal com posterior destrui¢do dos

tecidos periodontais [adaptado de (Kriebel et al., 2018)]

1.2.1 Colonizaciao da Porphyromonas gingivalis na cavidade oral

A P.gingivalis subverte o sistema do complemento comprometendo a defesa
antimicrobiana, aumentando a inflamagao. O sistema do complemento ¢ ativado através
de cascatas proteoliticas e desempenha um papel vital nas atividades inatas e adaptativas
do hospedeiro. O complemento apresenta trés papéis principais que sdo a opsonizagao,
quimiotaxia e lise de células infetadas. O complemento opsoniza as bactérias depositando
componentes de ativagdo do complemento nas superficies bacterianas para ligar os
recetores do complemento dos fagocitos, promovendo o reconhecimento e a fagocitose
das bactérias pelos fagdcitos. Os componentes C4a, C5a, C3a e C5b67 sdo quimiocinas
de neutrofilos e macrofagos que mediam a quimiotaxia dos neutr6filos e macrofagos para
o local da inflamagao (Zheng et al., 2020). A P. gingivalis através do seu fator de
viruléncia gingipaina tem a capacidade de clivar C3 em C3a e C3b, o que impede a
formagao de C5 convertase (Zheng et al., 2020). A deposicdo de C3b na superficie
bacteriana promove a opsonizacdo das bactérias e a sua posterior eliminagdo. Assim, a

degradacao do C3b pelas gingipainas impede a eliminacao da P.gingivalis do hospedeiro.
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Além disto, as gingipainas t€ém a capacidade de clivar o C5 em fragmento de C5a e C5b
e de clivar, ainda mais, o C5b, o que impede a formagdo do complexo de ataque a
membrana (Zheng et al., 2020). As gingipainas da P.gingivalis t€tm um efeito dose-
dependente, ou seja, em baixas concentragdes nao bloqueiam a ativagao do sistema do
complemento, mas em altas concentragcdes os componentes C3b e C5b sdo degradados e
a formacgao de C3 e C5 ¢ impedida, o que impede a reagdo em cascata do complemento

(Zheng et al., 2020).

A capacidade da P.gingivalis em manipular o sistema do hospedeiro beneficia
toda a comunidade microbiana, que se torna disbiotica e que, consequentemente, leva ao
desenvolvimento da doencga periodontal causando perda 6ssea (Figura 7) (Hajishengallis

& Diaz, 2020).

=) [
[ Periodontite

A A

fEa/eE]

L I

LT

Reabsorcio Ossea T

Novos Nichos

Subversio (’»"‘*ﬂ--—-\
imune 0 "-r-,..J
/ > & C";}
Defesa do hospedeiro o ) ]
Complemento prejudicada Disbigse da Microbiota

Ativacdo do sistema
de complemento

Figura 7 - Disbiose microbiana induzida pela P.gingivalis. A P.gingivalis subverte o sistema do
complemento, comprometendo a defesa do hospedeiro, ao mesmo tendo que aumenta a inflamagao. Estes
processos originam uma disbiose da microbiota oral. Estas mudangas ambientais favorecem a bactéria
P.gingivalis e outras bactérias proteoliticas e sacaroliticas. Além disto, a perda dssea proporciona novos
nichos para a colonizagdo pela microbiota disbiotica. Estas mudangas tornam-se num ciclo
“autossustentavel” no qual a inflamag¢do e a disbiose sdo agravadas reciprocamente [adaptado de

(Hajishengallis & Diaz, 2020)]
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A Porphyromonas gingivalis ¢ uma bactéria sacarolitica gerando a sua energia
metabolica por intermédio da fermentacdo de aminodcidos (Lunar Silva & Cascales,
2021). Este processo ¢ decisivo na sobrevivéncia nas bolsas periodontais profundas, onde
0s acucares sao muito escassos. De modo a aceder aos aminoacidos e péptidos, a
P.gingivalis segrega uma enorme variedade de proteases que degradam as proteinas
exogenas para gerar péptidos que entram no periplasma onde sao fragmentados em di ou
tri- péptidos , antes de serem transportados para o citoplasma através de transportadores
oligopeptidicos. A P.gingivalis de entre as bactérias patogénicas orais € a Unica capaz de
aceitar heme a superficie da célula (protoporfirina de ferro IX [FePPIX]), contendo o
pigmento l-oxo-bisheme ([FePPIX]20 quando cultivada em meios que contém sangue,
gerando uma pigmentacdo escura (Lunar Silva & Cascales, 2021). Este heme ¢ obtido
mediante a degradacdo das proteinas do hospedeiro, nomeadamente da hemoglobina, por
um cocktail de proteases especificas de lisina e arginina, denominadas de gingipainas

(Lunar Silva & Cascales, 2021).

A P. gingivalis ¢ uma das trés bactérias do chamado “complexo vermelho”. A
presenca deste complexo esté relacionada com lesdes periodontais mais agressivas como
o aumento da profundidade das bolsas periodontais e hemorragia. Dentro deste complexo
a P.gingivalis atua como principal agente patogénico contribuindo para o desequilibrio
microbiano tendo como consequéncia a progressdo da doenga. Ainda inseridas neste
complexo temos duas bactérias denominadas de 7. denticola e T. forsythia que
contribuem para a simbiocidade da comunidade microbiana apds a hemostasia estar
alterada, atuando, assim, como fatores patogénicos que aceleram a progressao da doenga.
Além do mais, as fimbrias da P.gingivalis mediam a coagrega¢do da mesma com outros
agentes patogénicos como a 7. denticola, Streptococcus oralis ou S.gordonii, levando ao

desenvolvimento da gengivite (Kadota et al., 2020; Lunar & Cascales, 2021).

A P. gingivalis, primeiramente, pode ser encontrada numa comunidade com
espécies bacterianas variadas que residem na bolsa subgengival. No entanto, a sua
primeira acdo na cavidade oral ¢ a colonizacao da placa supragengival interagindo com
Streptococcus orais (Tan et al., 2018). Esta interagdo da P.gingivalis com os
Streptococcus orais tem uma importancia relevante no processo inicial da colonizagdo. A
adesdo da P.gingivalis aos Streptococcus orais € especifica e ¢ estimulada por uma
interacdo proteina-proteina que ocorre entre o Fimbria minor (Mfal) da P.gingivalis € o

antigénio I/II (Ag I/I1) do Streptococcus (Jung et al., 2019; Roky et al., 2020).

28



Resultados

1.2.2  QOutros locais de colonizacao da P. gingivalis no corpo
humano

A Porphyromonas gingivalis ¢ uma das bactérias patogénicas mais comuns da
doenca periodontal. Contém varios fatores de viruléncia que estimulam a libertacdo de
enzimas derivadas de tecidos (por exemplo, colagenase e protease) e metaloproteinases
da matriz, que destroem os tecidos conjuntivos € o osso alveolar. A P.gingivalis pode
contribuir para a patogénese de inimeras doencas sistémicas como a diabetes, doenca
cardiovascular, artrite reumatoide, doenca de alzheimer, entre outras (Sugiyama et al.,

2022).

A colonizagdo pela P. gingivalis promove a inflamagdo e leva a uma defesa
deficiente por parte do hospedeiro. As alteragdes causadas pela P. gingivalis, como por
exemplo, a libertacdo das enzimas (exemplo, proteases) e das metaloproteinases da
matriz, ocasionam inflamagdes e alteracdes na composi¢do da microbiota subgengival,
resultando em disbiose. A destruicdo dos tecidos resultante da inflamacdo, aumenta o
fluxo crevicular gengival (FCG), o que leva a que o colagénio e os compostos que contém
heme (por exemplo, hemoglobina) entrem no sulco gengival. Estas moléculas sdo
utilizadas por outras bactérias (7. denticola, S. gordonii, etc), desenvolvendo mais
desequilibrio nas comunidades microbianas do sulco gengival. No entanto, as espécies
bacterianas comensais estdo em desvantagem nesta condicdo ambiental, pois as novas
moléculas em circula¢do nao sdo essenciais para o seu desenvolvimento, mas sim para o
desenvolvimento das bactérias patogénicas, agravando a disbiose o que agudiza a
inflamagdo, resultando em periodontite. 4 P.gingivalis pode ser encontrada noutros
locais, tais como o liquido sinovial e plasma, o que sugere a sua potencial correlagdo com

as diversas doencas sistémicas (Zhang et al., 2021).

1.3 Fatores de Viruléncia

A Porphyromonas gingivalis tem a capacidade de produzir uma grande variedade
de fatores de viruléncia como as proteases extracelulares, lipopolissacarido (LPS),

material capsular, pilis comuns (ou fimbrias), recetores de superficies,
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hematoglutinina e um sistema CRISPR-Cas (Figura 8) (Mulhall et al., 2020; Sao et al.,

2022; Xu et al., 2020).
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Figura 8 - Representacdo esquematica de células da P.gingivalis. A célula é circundada por uma camada
superficial eletrodensa (EDSL) onde estdo presentes as gingipainas na superficie celular e a capsula. Outros
fatores de viruléncia incluem as fimbrias e vesiculas da membrana externa. Os sistemas de aquisi¢do de

ferro e di e tri peptideos que servem como fontes de carbono sdo mecanismos de aquisi¢cdo de elementos

essenciais. [adaptado de (Lunar Silva & Cascales, 2021)]
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1.3.1 Lipopolissacarido (LPS)

O lipopolissacarido (LPS) ¢ um componente relevante da membrana externa da
parede celular de bactérias gram-negativas, sendo composto por uma estrutura designada
lipido A, polissacarido central e antigénio O (Figura 9). O lipido A determina as
propriedades de viruléncia do LPS e a sua estrutura quimica foi descrita como sendo um
dissacarideo beta (1-6) de glucosamina 1-monofosfato acilado por acido 3-hidroxi-15-
metil-hexadecanoico e acido 3-hexadecanoxi-15-metil-hexadecandico nas posicoes 2 ¢
20 (Xu et al., 2020). O LPS ¢ um padrao molecular associado ao patogénio (PAMP) (Liu
et al., 2018; Stobernack, 2019). Os PAMPs ligam-se a recetores de reconhecimento de
padroes (PRRs) nas superficies celulares ou nos compartimentos intracelulares

(Tsukamoto et al., 2018).

Existem duas moléculas muito importantes no processo de eficiéncia do transporte
e sensibilidade de detecdo, denominadas de proteina de ligagdo ao LPS (LBP) e CD14.
A LBP ¢ uma glicoproteina sérica produzida, essencialmente, pelos hepatdcitos, pulmdes
e células epiteliais gastrointestinais (Tsukamoto et al., 2018). A sua concentragdo sérica
aumenta lentamente, atingindo o pico, aproximadamente, entre 2 e 3 dias ap6s a infegao.
Uma alta concentra¢do de LBP inibe a inflamac¢do induzida por LPS (Tsukamoto et al.,
2018). No entanto, baixas concentragdes de LBP demonstram ter uma grande afinidade
com o Lipido A, promovendo a formac¢dao do complexo LBP-LPS, sendo a posteriori
transportado para a membrana onde se encontrada ancorado o gene CD14 (mCD14) ou
CD14 soluvel (SCD14). Uma vez que o gene CD14 se liga ao complexo LBP-LPS, o LPS
vai ser transferido para o CD14, que tem um dominio hidrofébico na regido N-terminal,

servindo como local de ligacao para o LPS (Tsukamoto et al., 2018).
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Figura 9 - Estrutura do LPS. O LPS é composto pelo lipido A, polissacarido central e antigénio O [adaptado
de (Jia et al., 2019)]

O LPS contribui para a libertacdo de citocinas pro-inflamatorias detetadas nas
bolsas periodontais (Liu et al., 2018). A principal via de sinalizagdo ativada pelo LPS de
P.gingivalis é controversa. O recetor TLR4 exerce uma fun¢cao dominante neste processo,
enquanto outros estudos demontram que o recetor TLR2 ¢ o principal recetor Em estudos
realizados, in vitro, em modelos animais conclui-se que o recetor TLR2 € necessario para
ocorrer perda Ossea causada pela P.gingivalis (Xu et al., 2020). De entre os diversos
recetores TLR, o TLR4 ¢ o tnico que tem a capacidade de formar um complexo com MD-
2, de forma a capturar o LPS. Como as multiplas cadeias acil do lipido A do LPS da
P.gingivalis sdao a “chave” para o complexo MD-2/TLR4, as cadeias poliacil do LPS
devem ser protegidas até que sejam incorparados no complexo MD-2/TLR4. Neste
processo, as proteinas de ligacdo ao LPS (LBP) e CD14 melhoram a eficiencia do

transporte do LPS e a sensibilidade de detecao (Tsukamoto et al., 2018).

O transporte do LPS para a superficie MD-2/TLR4 na forma do complexo LBP-
LPS-CD14 ¢ um pré-requisto para a internalizagdo do TLR4 e subsequente resposta
imune (Jia et al., 2019). O recetor TLR4 tem a capacidade de iniciar duas cascatas de

sinalizacdo (Figura 10). A primeira que se denomina de diferenciagdo mieloide primaria,
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via dependente da protéina MyDS88, e a segunda através da indugdo do adaptador que

contem o dominio TIR, via dependente do interferdo-f (TRIF) (Tsukamoto et al., 2018).

No primeiro caso o dimero MD-2/TLR4 presente na superficie celular recruta a
proteina adaptadora contendo o dominio TIR (TIRAP) e MyD88. MyD88 interage com o
complexo cinase associado a IL-1R (IRAK), que recruta o fator 6 associado ao recetor do
fator de necrose tumoral (TRAF-6), ocorrendo a ativagdo da transcricdo de genes de NF-

kB, citocinas pré-inflamatorias, TNF-a e interleucina 6 (IL-6) (ul Ain et al., 2020).

A endocitose do complexo MD-2/TLR4 ativa a via independente de MyD88 no
comportamento endossomal. Em vez de TIRAP, a molécula adaptadora relacionada com
TRIF (TRAM), recruta TRIF e ativa TRAF3. O TRAF3 ¢ responsavel pela indugdo a
jusante de TBK1 (Tank-binding kinase) e IKKe que leva a ativagao da transcrigao do fator

IRF3 e do interferdao do tipo I (Molteni et al., 2018).

A via independente de MYDS88 estimula a fase de inducdo tardia da proteina

cinase ativada por mitogénio (MAPK) e NF-xB (Jia et al., 2019).
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Figura 10 - Ilustragdo esquematica das vias de sinalizacdo do recetor TLR4. O reconhecimento do LPS
ativa vias dependentes de MyD88 e vias dependentes de TRIF. Na vida dependente de MyD88, o
recrutamento de MyD88 por TIRAP inicia a interacdo de IRAK e TRAF6, que desencadeia a ativagdo de
fatores de transcrigdo. A endocitose de TLR4 inicia a sinalizagdo dependente de TRIF que envolve o
recrutamento de TRAM e TRIF que levam a indug@o de subsequente de TBK 1 e IKKe, bem como a ativagéo

do fator de transcri¢do IRF3 [adaptado de (Molteni et al., 2018)]

1.3.2 Capsula

A capsula bacteriana ¢ uma estrutura da camada externa da bactéria e que ¢
composta por polissacaridos e agua. A capsula atua como um meio de protecao
permitindo que as bactérias encapsuladas se tornem mais resistentes a fagocitose e

morte intracelular, (Rocha et al., 2021; Xu et al., 2020).

A capsula ¢ antigénica (antigénio K) e quando varia na sua composi¢ao déa origem
a diferentes antigénios K. Atualmente sdo conhecidos sete serotipos K (K1-K7) de P.
gingivalis. Num estudo realizado por Monasterio et al (2018), as capsulas de todos os

serotipos foram estudadas para uma possivel indugcdo da resposta imunitaria em
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macrofagos, linfocitos T e células dendriticas. O serotipo K1 teve a capacidade de
induzir linfocitos T efetores (Th1 e Th17) em maior escala do que os outros serotipos.
Estes dois tipos de linfocitos efetores estdo associados a doenca periodontal
destrutiva. Os linfocitos Th17 tém a capacidade de induzir a diferenciagdo e ativagao
dos osteoclastos, atuando de forma direta nos seus precursores € em osteoclastos
maduros através da produgdo de RANKL. Ja os linfécitos Thl, através da producao
de IL-1B, IL-12 e IFN-y, atuam indiretamente na atividade osteoclastogénica
mediante o refor¢o da expressao de RANKL em osteoblastos e linfocitos Th17. Os
diferentes serotipos capsulares da P. gingivalis induzem também uma expressao
diferencial de citocinas nas células dendriticas e produ¢do de quimiocinas nos

macrofagos. (Monasterio et al., 2018; Xu et al., 2020).

As estirpes encapsuladas da P. gingivalis tém uma taxa de sobrevivéncia superior,
in vivo, em relagdo a estirpe ndo encapsulada (Xu et al., 2020). Na generalidade, a
capacidade de adesdo as células epiteliais gengivais da P. gingivalis encapsulada ¢é
inferior quando comparada a das células ndo encapsuladas. Foi ainda demonstrado
que diferentes tipos de serotipos apresentavam capacidades de adesao diferentes (Xu

et al., 2020).

1.3.3 Pilis Comuns

A P. gingivalis produz pilis comuns ou fimbrias que sdo estruturas filamentosas
finas localizadas na sua superficie. Estas estruturas que se projetam da membrana
exterior melhoram a motilidade e adesdo bacteriana a varios tipos de superficies,
contribuem para a invasao das células do hospedeiro e sdo importantes na interagao
da P.gingivalis com outras bactérias (Actinomyces viscosus, T. denticola e
Streptococcus oralis) que € indispensavel para a formagao do biofilme (Kumbar et
al., 2021). Os pilis comuns ligam-se aos tecidos e células do hospedeiro através de
uma enorme diversidade de moléculas e substratos orais, tais como proteinas,
glicoproteinas ricas em prolina, fibrinogénio, fibronectina e lactoferrina (Hasegawa

& Nagano, 2021; Jia et al., 2019; Kumbar et al., 2021; Xu et al., 2020).

A P.gingivalis apresenta duas formas de fimbrias, as fimbrias longas ou maiores
compostas de subunidades FimA e as fimbrias curtas ou menores compostas de

subunidades Mfal, e os seus comprimentos variam entre 60-500nm (Hasegawa &
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Nagano, 2021). Através das diferencas na sequéncia dos nucleotidos do gene FimA,
as fimbrias podem ser classificadas em seis tipos (Tipo I, Ib, IL, III, IV e V) (Xu et al.,
2020). As fimbrias FimA sdo reconhecidas pelo sistema imunitario. As respostas do
sistema imunitario sdo realizadas através de intera¢des entre FimA e recetores 7Toll-
like (TLRs) (por exemplo, TLR2), recetor de completo 3 (CR-3), CD14 e o recetor de
quimiocina (CXCR4) (Hasegawa & Nagano, 2021). As fimbrias Mfal atuam na auto
agregacao e regulam o desenvolvimento do biofilme homotipico (Jia et al., 2019). As
sequéncias de aminoacidos de FimA e Mfal nao tém qualquer homologia com outras
fimbrias bacterianas, o que demonstra que as fimbrias de P.gingivalis sdo unicas

(Hasegawa & Nagano, 2021).

Resumidamente, as fimbrias do P.gingivalis participam na formagao de biofilme,
na auto-agregacao, na co-agregacdo e adesdo bacterianas as moléculas hospedeiras

(Jia et al., 2019).

1.3.4 Proteases

A P.gingivalis, produz proteases de lisina e de arginina, designadamente as
gingipainas, que auxiliam na colonizacao e destruicao dos tecidos do hospedeiro (Xu

et al., 2020; Yang et al., 2021).

As gingipainas especificas de arginina (Rgp, que inclui RgpA e RgpB) tém a
capacidade de hidrolisar ligacdes peptidicas nos grupos carbonil do residuo de
arginina; as gingipainas especifica de lisina (Kpg) clivam polipéptidos no terminal C

apos o residuo de lisinas (Hirai et al, 2020; Nowakowska et al., 2021; Xu et al; 2020).

Kgp ¢ constituido por um dominio catalitico que reconhece especificamente a
ligacao do péptido Lys-X e um dominio de adesao (Jia et al., 2019). Esta gingipaina
corta proteinas heme do hospedeiro (exemplos, hemoglobina, haptoglobina e
hemopexina) para fornecer a P.gingivalis proteinas fundamentais para o seu

crescimento (Xu et al., 2020).

A composicao de RgpA ¢ idéntica a de Kgp, contendo um dominio catalitico que
reconhece Arg-X e um dominio de adesdo. O RgpB, tal como o RgpA e Kgp, contém
o dominio catalitico, mas ndo possui o dominio de adesdo (Figura 11). RgpB € crucial

no processamento € maturagdo de FimA, enquanto RgpA e RgpB sdo fundamentais
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no processamento proteolitico e polimerizagdo de Mfal para produzir as fimbrias

(Lee et al., 2018; Xu et al., 2020).

Dominio

Dominio N-terminal ~ catalitico Dominio IgsF Dominio HA Dominio C-terminal

t t t : 1
me:AL S s S
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Figura 11 - Estrutura das gingipainas. As gingipainas sdo divididas em Rgp e Kgp. O Rgp ¢ ainda subdivido
em RgpA e RgpB. As gingipainas sdo compostas por: péptido, dominio N-terminal, dominio da
superfamilia da imunoglobulina (IgsF), dominio hemaglutinina/adesdo (HA) ¢ o dominio C-terminal. A
estrutura de RgpB ¢ a mais simples, pois nao contem o dominio HA. RgpA contem 4 dominios HA
(denominados RgpA Al a RgpA A4). O Kgp possui entre 3-5 dominios HA (denominados de KgpA Al a
KgpA AS5) [adaptado de (Jia et al., 2019)]

As gingipainas s3o responsaveis por 85% das atividades proteoliticas
extracelulares da P.gingivalis (Takeuchi et al., 2019). Tem como principal funcao
servir de ligacdo entre a P.gingivalis e outros agentes patogénicos, como por exemplo
a T.denticola, de modo a promover a colonizacdo e a sobrevivéncia de P.gingivalis
no biofilme oral. Deste modo, as gingipainas tém duas fungdes principais: a
congregacao com outras bactérias ou a adesao aos tecidos e células do hospedeiro (Jia

etal., 2019).

Os dominios de adesdo (hemaglutinina/adesdo) das RgpA e Kgp sdo responsaveis
pela coagregacdo (Xu et al., 2020). As gingipainas também estdo envolvidas no
processo de adesdao mediado pelas fimbrias, através da modificacdo e maturacdo da

pro-fimbrilina em fimbrias.

As gingipainas tém a capacidade de fornecer nutrientes para as bactérias e ajudar

na sua proliferacdo. Elas degradam o fibrinogénio/fibrina o que contribui para a rutura
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do tecido, inibi¢ao da coagulagdo e aumento do sangramento (Xu et al., 2020). A Kgp
cliva proteinas heme do hospedeiro, como a hemoglobina, haptoglobina e
hemopexina, de modo a fornecer heme necessario ao crescimento da P.gingivalis (Xu

etal., 2020).

As gingipainas fornecem a P.gingivalis a capacidade de evadir respostas imunes
do hospedeiro. Alguns dos mecanismos envolvem a degradagdo de componentes da
matriz celular (como por exemplo, o colagénio), citocinas, imunoglobulinas e fatores

do sistema do complemento (Xu et al., 2020).

As gingipainas degradam as moléculas do epitélio juncional, de modo a quebrar a
barreira epitelial e aumentar a penetragdo de LPS e proteoglicanos (Takeuchi et al.,

2019).

As gingipainas estdo envolvidas na regulacdo de respostas imunes e na produgado
de mediadores imunes (Jia et al., 2019). As defensinas sao péptidos antimicrobianos
existentes nos processos da imunidade inata e que desempenham um papel importante
na eliminacdo dos agentes patogénicos. Nos seres humanos, as defensinas sdo
classificadas em a-defensinas e B-defensinas (hBDs). As gingipainas atuam nestas
defensinas, degradando-as, o que resulta numa protecio de erradicacdo da
P.gingivalis (Xu et al., 2020). Também atuam no recetor CD14 presente na superficie
celular dos macrofagos, resultando numa diminuigao da resposta a infecao (Takeuchi

et al., 2019).

As gingipainas interrompem a ativagdo do sistema do complemento. Estas
degradam os componentes C3, C4 e C5 o que inibe ndo s6 a ativagdo do sistema do
complemento como a formagao do complexo de ataque a membrana, o que resulta na

inibi¢do da depuragdo bacteriana (Xu et al., 2020).

1.3.5 Outros

Além dos fatores de viruléncia referidos nos subcapitulos anteriores, ainda se
podem relatar os seguintes, hemolisina, hematoglutinina, sistema CRISPR-Cas,
transportadores de ferro, vesiculas da membrana externa e DNA que quando

associados a P.gingivalis t€tm a capacidade de desregular diversas funcdes dos
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organismos humanos, nomeadamente do sistema imunitirio podendo causar iniimeras

patologias locais e sistémicas (Bregaint et al., 2022; Mulhall et al., 2020).

Os principais mecanismos pelos quais o heme (essencial no crescimento da P.gingivalis)

¢ adquirido sdo via hemaglutinina, hemolisina e pelas gingipainas.

As bactérias Gram-negativas, como ¢ o caso da P.gingivalis, durante o seu
crescimento libertam vesiculas da membrana externa que consistem em proteinas de
membrana, fosfolipidos, lipopolissacaridos, partes de periplasma, RNA e DNA (Zhang et
al., 2021). As vesiculas estdo envolvidas na adaptagcdo bacteriana ao stress oxidativo,
aquisi¢dao de nutrientes e na comunicagdo com outras bactérias ou células hospedeiras.
Também sdo responsaveis pela invasdo das células hospedeiras e na sua destruicdo
através de mecanismos patoldgicos, de maneira a evitar a resposta defensiva do
hospedeiro (Horvat Aleksijevi¢ et al., 2022). As vesiculas sdo formadas na zona onde a
ligagdo entre o peptidoglicano e a membrana estd enfraquecida. As vesiculas da
membrana externa vao sendo acumuladas ao longo da membrana externa (Zhang et al.,
2021). As vesiculas de membrana externa podem eliminar substancias indesejadas
(toxinas) e contém substancias antigénicas para a interacdo da bactérias com as células

hospedeiras, aumentando a viabilidade da bactéria (Zhang et al., 2021).

Dentro das vesiculas externas existem RNAs que sdo considerados mediadores
da comunicacao entre o hospedeiro e bactérias devido as suas capacidades de modular a

expressdo genética em multiplas células e espécies (Ahmadi Badi et al., 2020).

Os sistemas CRISPR-Cas fornecem imunidade adaptativa para Bacteria e
Archaea contra os bacteridfagos. O mecanismo utilizado pode ser descrito em 3 etapas:
adaptacdo, expressdo e interferéncia (Figura 12). Na fase de adaptacio a bactéria entra,
pela primeira vez, em contacto com o bacteriéfago. A proteina Casl-Cas2, juntamente
com outras subunidades, clivam o DNA exogeno (invasor) em curtos fragmentos
denominado de "protoespagador” para produzir um novo espagador. O espacador ¢ entdo
inserido entre repeti¢des no locus CRISPR, que também serve como “memoria genética”

para uma subsequente invasao (Chen & Olsen, 2019).

Durante a fase de expressio, o locus CRISPR ¢ transcrito originando um
precursor denominado de pré-crRNA que ao sofrer um processo de maturagdo, gera

inimeros crRNAs (pré-crRNA) e clivada em diversos crRNAs (cada um com uma
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sequéncia especifica do seu respetivo protoespacador). No estado de interferéncia, os

crRNAS ligam-se a outros complexos de RNA e guiam as proteinas (Gong et al., 2020).

No estado de interferéncia, os crRNAs ligados a outros complexos de RNA,
guiam as proteinas Cas para clivar o genoma do fago, protegendo assim a célula

hospedeira de infegdes futuras (Gong et al., 2020).

Num estudo realizado, in vivo, por Chen & Olsen et al (2019) verificou-se que
o sistema CRISPR-Cas se encontrava ativo na P.gingivalis, fornecendo um mecanismo
de protecdo contra elementos genéticos estranhos, o que determina que este sistema tem

um papel importante nesta bactéria.
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Figura 12 - Esquematizagdo do Sistema CRISPR-Cas. (a) - adaptacdo: os bacteridfagos entram nas células,
pequenos fragmentos de DNAs exdgenos (invasores) sdo incorporados como novos espagadores no locus
CRISPR; (b) — expressdo: o CrRNA ¢ produzido através do locus CRISPR e, posteriormente, processos em
crRNAs maduros; (c¢)-interferéncia [adaptado de (Gong et al., 2020)]
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2.  Doencas orais e sistémicas causadas pela Porphyromonas gingivalis

Uma grande variedade de estudos ja demonstrou que as bactérias periodontais
estdo associadas a inumeras doengas sistémicas, tais como diabetes, doencas
cardiovasculares, nascimento pré-termo, baixo peso a nascenc¢a, doengas cerebrais, artrite
reumatoide e esteatose hepatica nao alcoolica (EHNA) (Kadota et al., 2020). Também ja
foi observado que existem diferencas na microbiota oral entre doentes com cancro e
individuos saudéveis, tendo sido associada a doenga periodontal ao risco de cancro

gastrico (Maquera-Huacho et al., 2022).

Como ja foi referido anteriormente, o biofilme maduro causa uma maior
progressdo da periodontite devido a sua inflamagdo prolongada. Deste modo, a
periodontite tem duas principais caracteristicas, sendo uma doenga infeciosa ¢ uma

doenca inflamatoria (Isoshima et al., 2021).

2.1. Periodontite

A caracteristica talvez mais relevante da periodontite ¢ a ativagdo da
osteoclastogénese e como consequéncia a destruicdo do osso alveolar que € uma situagao

irreversivel e que leva a perda de suporte dentario (Kondnen et al., 2019).

O sinal inicial da doencga periodontal ¢ a gengivite que se manifesta com vermelhidao
gengival, edema e sangramento. O biofilme que se forma na cavidade oral passa por 5
etapas até se tornar no biofilme maduro causador da gengivite (Figura 13) (Rath et al.,

2021).

e FEtapa 1 — Entrada dos microrganismos patogénicos na cavidade oral do
hospedeiro;

e FEtapa 2 — Congregacdo da microflora patogénica e posterior formagao de
peliculas salivares;

e Etapa 3 — Grande aumento no numero de bactérias capazes de formar biofilme,
formacdo de uma camada mucilaginosa, inicio da disbiose e da adesdo
irreversivel;

e FEtapa 4 — Troca de material genético entre as bactérias patogénicas e

microflora comensal, conclusao da disbiose;
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e [Etapa 5 — Maturagdo do biofilme e propagacgao bacteriana.
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Figura 13 - Esquematizagdo das etapas do desenvolvimento do biofilme [adaptado de (Rath et al., 2021)]

Esta gengivite causada pelo biofilme maduro ajuda na progressdo da doenca
periodontal devido a uma inflamacdo prolongada da resposta imunitaria do hospedeiro.
Como consequéncia desta progressao, as diversas estruturas do periodonto sao destruidas

manifestando a reabsor¢do Ossea e a recessdo gengival (Rath et al., 2021).

A doenca abrange intera¢des dindmicas complexas entre agentes bacterianos
patogénicos, respostas imunitarias destrutivas por parte do hospedeiro e fatores de risco
(exemplos, tabagismo, ma higiene oral, sexo masculino, idade avancada, obesidade,
diabetes, stress e pré-disposicao genética. As principais caracteristicas da periodontite
sdo a inflamacdo gengival, evidencia radiografica de perda dssea alveolar,
profundidades de sondagens elevadas, mobilidade, sangramento a sondagem e migragao
dentaria (Isoshima et al., 2021; Kwon et al., 2021; Maquera-Huacho et al., 2022; Surma
etal., 2021).
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2.1.1 Relacao da P.gingivalis com a periodontite

Globalmente, aproximadamente 11% da populagdo mundial apresenta
periodontite grave, afetando 743 milhdes de individuos. Deste modo, a periodontite esta
classificada como sendo a sexta doenga mais prevalente em todo o mundo (Figura 14)
(Kwon et al., 2021; Kumbar et al., 2021). Segundo dados do National Health and
Nutrition Examination Survey 2009-2014, 42% dos adultos nos Estados Unidos tinham
periodontite, sendo que 7,8% destes apresentavam periodontite grave (Kwon et al., 2021).
Este estudo comprovou que nos Estados Unidos 50% da populagdo adulta (30 anos ou
mais) apresentava alta prevaléncia de periodontite, o que significa que metade da
populacao do Estados Unidos acima dos 30 anos de idade, apresenta doenga periodontal

(Kwon et al., 2021).

N° de Pessoas Afetadas (milhoes)
1200

1130
1000

800

743
600

400 463

200 264 235
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Figura 14 - Prevaléncia global da doenca periodontal em comparacdo com a diabetes, hipertensao,

depressdo e asma [adaptado de (Kwon et al., 2021)]

A prevaléncia de periodontite aumenta drasticamente entre os 35 e 44 anos de
idade, com pico nos 38 anos (Kwon et al., 2021). A prevaléncia e a extensdo de perda
Ossea aumentam com a idade em todas as populagdes e a gravidade da destruicao tende a
ser tdo enviesada que uma pequena parte dos individuos € responsavel pela maior parte

da destrui¢do (Dahlen et al., 2020).
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A P.gingivalis ¢ um agente patogénico ‘“chave” na periodontite, tendo a
capacidade de modular a fun¢do e composi¢do do microbioma oral, estando fortemente
interligada a lesdes periodontais com maior gravidade (Maquera-Huacho et al., 2022).
Através da sua interagdo com células epiteliais gengivais, a P.gingivalis ativa a resposta
imunitaria inata levando ao recrutamento de neutrofilos e macréfagos para o tecido
gengival. Vai ocorrer a produgdo de citocinas pro-inflamatorias, proteases, quimiocinas,
espécies reativas de oxigénio, enzimas degradadoras e MMPs que através de processos

em cascata levam a destrui¢do dos tecidos (Rath et al., 2021).

Viarios estudos demonstraram que as MMPs sdo secretadas por células
inflamatorias (linfécitos, macréfagos e monocitos) e por células residentes (fibroblastos,
células epiteliais e células endoteliais) (Chen et al., 2022). O recrutamento dos
macrofagos € essencial na patogénese da periodontite pois possuem multiplas fungdes,
tais como a participacdo na iniciagdo e resolucdo da inflamacao, ativacdo dos linfocitos
(imunidade adaptativa) e reabsor¢do 6ssea alveolar (Chen et al., 2022). Varias citocinas
pro-inflamatorias aparecem elevadas na periodontite cronica, sendo a TNF-a uma das

mais notéveis, secretada por macrofagos M1 (CD80/86+) (Huck et al., 2020).

A P.gingivalis promove a inflamagao periodontal e reabsor¢do do osso alveolar
através da estimulacdo da producdo de linfécitos Thl (célula T auxiliar) e Th17 e da
ativacgdo de vias de reabsor¢do pro-0ssea dependentes do fator nuclear kappa B (NK-«B)
através do recetor ativador do factor nuclear kB (RANKL), inibindo a diferenciacao dos
osteoblastos e diminuindo a producao de osteocalcina (Lundmark et al., 2019). Uma vez
que o RANKL ¢ regulado positivamente (estimulador de formacdo de osteoclastos
maduros) e a osteoprotegerina (OPG) regulada negativamente (bloqueador da agdo
RANKL), a degradagao do osso progride. Quando a resposta imune ¢ alterada, as MMPs
sdo libertadas através de neutrofilos e células T, mediando a perda oOssea alveolar
(Lundmark et al., 2019). Os monodcitos nos tecidos que se encontram inflamados
diferenciam-se em osteoclastos, acelerando a reabsor¢do Ossea através da producdo de
fatores mediadores pro-inflamatérios. Os macrofagos produzem e secretam um variado
grupo de citocinas (IL-1p, IL-23, IL-6, TNF-a e MMPs) que atuam na osteoclastogénese
e na degradac¢do do colagénio (Figura 15) (Konoénen et al., 2019).
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Figura 15 - Mecanismo molecular da formagao e ativagdo dos osteoclastos pela P.gingivalis. A P.gingivalis
promove a osteoclastogénese direta e indiretamente via indugéo do sistema imunoldgico [adaptado de (Usui
etal., 2021)]

Resumidamente, a patogénese da periodontite inicia-se quando o biofilme se
aglomera nos sulcos gengivais. Certas substancias presentes no biofilme (como o LPS e
toxinas) ativam uma resposta imunitaria no hospedeiro, tendo como consequéncia a
libertagdo de varios mediadores inflamatorios, tais como a prostaglandina E2, citocinas
como as interleucinas (ILs) e o TNF-a e enzimas proteoliticas incluindo as MMPs. No
decorrer da formacao de bolsas periodontais, a formagao de novos tecidos pelas células
residentes (queratinécitos, fibroblastos e osteoblastos) ¢ suprimida, ao invés disso a
degradagdo dos tecidos por neutrdfilos, macroéfagos e osteoclastos ¢ estimulado.

(Kononen et al., 2019; Lundmark et al., 2019).

Caso a periodontite ndo seja precocemente tratada, pode levar a destruicdo do
tecido conjuntivo de suporte dos dentes e do osso alveolar, levando por fim a perda

dentaria. (Maquera-Huacho et al., 2022).
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2.2 Doenca de Alzheimer

A doenca de Alzheimer (DA) ¢ a forma mais comum de deméncia, sendo definida
como uma doenca neuroinflamatoria progressiva e neurodegenerativa do cérebro (Ryder,
2020). E considerada a causa principal de problemas cognitivos e transtornos
comportamentais, ocorrendo uma perda lenta e progressiva de uma ou mais fungdes do
sistema nervoso. As principais caracteristicas da DA sdo a formacao de placas amiloides
(depositos extracelulares de beta-amiloide) e a formacgao de emaranhados neurofibrilares
(Singhrao & Olsen, 2019). Na ocorréncia destes processos patologicos podem observar-
se a perda de sinapses e de neuroénios, levando a uma atrofia macroscopica. Existem
alguns fatores de risco para o desenvolvimento desta doenga, tais como periodontite
cronica, idade avancada e ainda perda de até nove dentes (Matsushita et al., 2020; Ryder,

2020; Singhrao & Olsen, 2019; Zhang et al., 2021).

Segundo a Alzheimer’s Disease International (ADI, 2020) existem,
mundialmente, mais de 50 milhdes de pessoas com deméncia no ano de 2020. Estima-se
que esse numero sera, aproximadamente, o dobro daqui a 20 anos atingindo cerca de 82

milhoes em 2030 e 145 milhdes em 2050.

2.2.1 Relacao da P.gingivalis com a Doenca de Alzheimer’s

A P.gingivalis ¢ encontrada, maioritariamente, em infegdes gengivais e
periodontais, porém em 25% dos casos também ser encontrada em individuos com saude
periodontal (Genco & Sanz, 2020). A bacteremia transitéria pode ocorrer em tarefas
diarias (escovagem, utilizacdo de fio dentario, mastigacdo) e em procedimentos médico
dentarios, resultando numa translocagdo da bactéria para diversos tecidos (Kanagasingam

et al., 2020).

Virios estudos evidenciaram a presenca da P.gingivalis em cérebros humanos,
através de autopsias aos mesmos em pessoas diagnosticadas com DA e também no liquido
cefalorraquidiano. Nestas andlises, as gingipainas foram encontradas associadas a
neurdnios, emaranhados neurofibrilares e a placas amiloides (Genco & Sanz, 2020;

Ryder, 2020).
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A P.gingivalis pode alcangar o cérebro e propagar-se através de certas vias, tais como:

» Infe¢dao de mondcitos, seguida de recrutamento cerebral;

» Infecdo e danos diretos a células endoteliais que protegem a barreira
hematoencefalica;

» Infecdo e propagagdo através de nervos cranianos (por exemplo, o nervo

trigémeo).

Apbs o acesso ao cérebro, sugere-se que a P.gingivalis se espalhe lentamente durante

muitos anos, de neurénio para neurénio (Dominy et al., 2019).

Como mencionado anteriormente, aquando de uma infe¢do por P.gingivalis, as
citocinas inflamatdrias estio em quantidade elevada no sangue dos pacientes. Estes
mediadores inflamatorios podem exacerbar uma inflamagdo cerebral na Doenca de
Alzheimer (Matsushita et al., 2020). A infecdo bacteriana e a inflamagao cronicas
consequentes da doenca periodontal enfraquecem a barreira hematoencefalica e

representam um risco acrescido para doengas cerebrovasculares (Matsushita et al., 2020).

Kanagasingam et al (2020), analisou diversos estudos in vivo e in vitro sobre o papel
da P.gingivalis na patogénese da DA. Desta forma, conclui que a entrada bacteriana no
cérebro ocorre através de uma via mecanica através das gingipainas proteoliticamente
ativas, quebram as proteinas epiteliais transmembrana (E-caderina, integrina e ocludina),
interrompendo as juncdes entre as células epiteliais. Deste modo, a permeabilidade da
barreira hematoencefalica aumenta (Kanagasingam et al., 2020). Também conclui que o
aumento da circulagdo sistémica de citocinas pro-inflamatorias (induzidas pelos fatores
de viruléncia da P.gingivalis), ao penetrarem na barreira hematoencefalica induzem uma
posterior neuroinflamacdo (Ding et al., 2018) . Um estudo realizado, em modelos animais
(ratos), por Dominy et al (2019), demonstrou que as gingipainas, sdo responsaveis pela
producao de fatores de patogenicidade (Rgp e Kgp) que t€m a capacidade de danificar a
proteina TAU que tem uma elevada importancia para a normal fun¢ao neuronal (Ding et

al., 2018; Dominy et al., 2019; Nie et al., 2019).

Um estudo realizado, in vitro, por Nie et al (2019) admite que a infecdo crénica
sistémica provocada pela P.gingivalis induziu a acumulacio de AP em
macrdofagos/monocitos inflamatorios mediante a ativagdo do sistema de sinalizagdo
CatB/NF-kB, insinuando que os macréfagos/mondcitos servem como agente de

circulacao de AP em doentes periodontais.
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No entanto, os mecanismos exatos pelos quais a periodontite emite o sinal
inflamatorio para o cérebro ainda ndo estdo bem definidos. Deste modo, sdo necessarios
mais estudos para clarificar a relacdo entre a periodontite e a doenga de Alzheimer. Para

tal, é necessario cumprir trés critérios:

» O primeiro critério ¢ a associacdo entre as duas doengas, que implica
demonstrar que a periodontite ocorre em simultineo com a doenca de
Alzheimer;

= O segundo critério ¢ a identificacdo de um mecanismo biologico credivel
pelo qual a periodontite pode iniciar ou proporcionar o desenvolvimento
da doenga de alzheimer;

= O terceiro critério ¢ a demonstracdo de que o tratamento para a
periodontite, por si so, altera ou modifica a condi¢do associada (Dominy

et al., 2019).

De maneira a elucidar a relacdo entre ambas as doengas, a figura 16 exemplifica
os fatores de risco partilhados entre as duas doengas que compreendem os fatores
genéticos, ambientais e comorbilidades, apoiando a legitimidade da relagdo entre a

doenga periodontal e a doenga de Alzheimer.

48



Resultados

- - - Inflamagio Periférica = = = = = = = — I

1 1

! 1

I 1

: ¥

PERIODONTITE DOENCA DE
- Principal agente patogénico: ALZHEIMER’S
P.gingivalis e seus fatores de - Placas senis que contém A
viruléncia (LPS, gingipina, - Genética e e NFTs (rr'mc;:s b
) evasio imunoligica neurofibrilares)
- . Polimorfismos de genes que

- Infiltragio de células ’ codificam proteinas do sistema <
inflamatoérias no tecido e i,
adjacente a bolsa periodontal Modificagdo da resposta imune - Neuro inflamagéo
- O que resulta numa por P.gingivalis - Neuro degeneragio

destruigdo tecidual localizada

¢ inflamacéio - Comorbidades - Defice cognitivo

Diabetes Mellitus
Aterosclerose
aln - Fatores ambientais
Tabagismo
Baixo nivel de escolaridade M
Nutrigio deficiente

Aumento do risco de
periodontite
Agravamento da sua
gravidade

Bacteremia Transitoria

Infegdo e inflamagdo
sistémica

> Défice Cognitivo <

Figura 16 - Relagdo entre a periodontite ¢ a doenca de Alzheimer's. A P.gingivalis tem a capacidade de
entrar na corrente sanguinea durante uma bacteremia transitoria e obter ao acesso ao cérebro por diversas
vias, incluindo através da barreira hematoencefalica. Esta invasdo microbiana, tem como consequéncia a
ocorréncia de neuro inflamagdo com posterior neuro degeneracdo e défice cognitivo. As placas senis
presentes na doenga de Alzheimer sdo depdsitos da proteina beta-amiloide, Ambas as doengas partilham
alguns fatores de risco o que sugere que haja uma relacdo causal entre ambas. [adaptado de (Kanagasingam

etal., 2020)]

Nao hé cura ou tratamento que seja eficaz contra a doenca de Alzheimer. A
prevencao da doenga de alzheimer, poderia passar pelo tratamento e prevencao da doenga
periodontal adotando bons habitos de higiene e erradicando certos habitos, como por

exemplo o tabagismo (Kanagasingam et al., 2020).

Apesar de ambas as doencas estarem associadas a inflamacdo, o uso de anti-
inflamatérios ndo esteroides (AINES), ndo manifesta qualquer beneficio para a redugao
da gravidade da doenga de Alzheimer. Uma experiéncia com citocalasina D inibiu de

forma significativa a expressao de mediadores pro-inflamatorios na microglia, o que pode
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demonstrar uma nova abordagem para controlar a DA (Fernandes Costa et al., 2020;

Dominy et al. 2019).

2.3 Carcinoma de células escamosas na cavidade oral

O carcinoma de células escamosas ¢ a doenca maligna mais comum na regido da
cabeca e do pescoco. Os principais de fatores de risco associados sao o tabagismo,
alcoolismo, mascar noz de areca (semente da palmeira de areca), dieta, deficiéncias de
vitaminas/minerais, exposi¢ao profissional e condi¢des hereditarias (Chen et al., 2021).
Outros fatores que podem proporcionar o desenvolvimento de carcinoma de células
escamosas na cavidade oral, tais como infec¢des virais, fungicas, bacterianas e periodontite

cronica (Figura 16) (Chen et al., 2021; Pignatelli et al., 2022).

As superficies corporais estdo sujeitas a agressdes recorrentes e alteracoes
ambientais. Os traumas, infecdes, dieta e mutacdes podem contribuir para rutura das
barreiras mucosas do corpo humano. Na maior parte dos individuos, estas barreiras sao
rapidamente recompostas € a homeostase ¢ recuperada. No entanto, a resiliéncia do
hospedeiro e/ou as alteracdes ocorridas na microbiota podem contribuir para a
persisténcia da rutura destas barreiras e, consequentemente, levar ao fracasso do

restabelecimento da homeostase.

2.3.1 Relagcao da P.gingivalis com o carcinoma de células escamosas na
cavidade oral

A nivel mundial, o cancro oral ¢ responsavel por 2-4% dos casos de cancro, sendo
0 sexto cancro mais prevalente. O carcinoma de células escamosas ¢ uma neoplasia
maligna comum, sendo que de todas as neoplasias orais, este carcinoma representa 90%
dos casos. A percentagem de doentes com 5 anos de sobrevivéncia do carcinoma de

células escamosas, varia entre 40 e 50%. (Geng et al., 2020).

De acordo com a American Cancer Society (ACS, 2022), nos EUA, em 2022
houve cerca de 54 mil casos de cancro oral ou esofagico e, aproximadamente, 11.230 mil

mortes em consequéncia dos mesmos.
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A carcinogénese ¢ um processo complexo que abrange varias etapas de alteragdes
celulares causadas por distintos elementos carcinogénicos que desregulam a atividade do
genoma a nivel molecular (Pignatelli et al., 2022). Estas alteragdes podem dever-se a
mecanismos genéticos (devido a modificagdes na sua disposicao genética ou a mutagdes)
ou devido a alteracdes enzimaticas (metilagdo). A carcinogénese engloba trés etapas;

(Mendoza et al., 2020):

= A primeira etapa, também chamada de iniciacao, os elementos bioldgicos
cancerigenos introduzem co proteinas no genoma da célula-alvo (que se
tornara numa célula maligna), alterando o codigo genético da mesma,

ativando proto-oncogenes ¢ inativando os genes supressores do tumor;

= A segunda etapa, denominada por promoc¢ao, promove o desenvolve do
crescimento tecidual e do cancro, progredindo através da superexpressao
de recetores e de fatores de crescimento, citocinas, destruicdo da matriz

extracelular, angiogénese, entre outros.

= Na terceira e ultima etapa, definida como progressao, as células malignas

invadem os tecidos e as alteracdes moleculares prosseguem.

A inflamagdo cronica tem sido relatada como um mecanismo através do qual as
bactérias orais contribuem para a carcinogénese oral. Esta inflamacao pode, ainda, induzir

imunossupressdo contribuindo para o desenvolvimento do cancro. (Zhan et al., 2019).

Como referido anteriormente, a P.gingivalis através dos seus fatores de viruléncia
induz citocinas e quimiocinas, tais como IL-6, IL-8, TNF-a e IL-1p (Zhan et al., 2019).
Estes mediadores inflamatorios podem induzir ou facilitar a proliferagdo celular,

mutagénese, ativacdo oncogénica e angiogénese (Karpinski, 2019).

As etapas nas quais a P.gingivalis poderd desempenhar um papel relevante sdo a
transcriciio epitélio-mesenquimal das células epiteliais orais, proliferacido das células

neopldasicas e a invasiao do tumor nas células (Mendoza et al., 2020).

No que diz respeito a transicdo do epitélio mesenquimal (EMT), ocorre uma
alteracdo nas células epiteliais orais, perdendo as propriedades de adesdo. Este processo

de transi¢do do epitélio mesenquimal ¢ executado pelos chamados fatores ativadores de
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EMT, principalmente pelo SNAIL, TWIST e ZEB. A P.gingivalis, através do seu fator

de viruléncia Fim A, ¢ um fator de induc¢do para o gene ZEB1. (Mendoza et al., 2020).

Um estudo realizado por Karpinski (2019), in vivo, em modelos animais, a
P.gingivalis aumentou a expressao do recetor TLR2, que por sua vez aumentou a
expressao de MMP9, TNF-a e IL-6. A IL-6, por sua vez, por meio de STAT3. MMP9,

TNF-a e IL-6 aumentaram a proliferagdo e o crescimento das células cancerigenas.

Ainda sobre a relagdo da P.gingivalis com o desenvolvimento do carcinoma de
células escamosas, um estudo realizado in vitro, analisou a superexpressao dos recetores
BH-H1 e B7DC, em queratindcitos humanos saudaveis, aquando da infe¢ao pela bactéria
(Mendoza et al., 2020).0s efeitos negativos destes recetores, a inativacao das células T e
a indugdo da apoptose, o que permite que as células malignas evitem a vigilancia
imunitaria, ocorrendo erros no controle das mesmas enquanto se sucede a progressao do

tumor (Chen et al., 2021; Geng et al., 2020; Mendoza et al., 2020; Pignatelli et al., 2022).

Em relagdo ao tratamento e prevencdo do cancro oral relacionado com a
P.gingivalis, é crucial realizar testes salivares de modo a verificar quais as bactérias mais
predominantes na saliva do paciente, pois as bactérias ajudam na dete¢do do cancro oral.
Com esta medida, realizada em consultorio, pode reduzir-se, de forma significativa, a
morbilidade e mortalidade do cancro oral. A utilizagdo de antibidticos, com intencao de
erradicar a bactérias P.gingivalis, também se demonstra ser eficaz na preven¢ao do cancro

(Zhang et al., 2019).

2.4 Diabetes mellitus

A diabetes mellitus ¢ uma doenca metabdlica cronica que ¢ consequéncia de
alteragoes fisiopatoldgicas que levam ao aumento dos niveis de glicemia no sangue. A
principal causa desta doenca deve-se ao facto de ocorrer uma alteracdo na secrecdo de

insulina (Petersmann et al., 2019; Zhang et al., 2021).

Os fatores de risco nao modificaveis para o desenvolvimento da diabetes mellitus
sao a idade avangada, sexo masculino, raga, etnia, baixo estado socioecondémico e

predisposicdo genética. Ja os fatores de risco modificaveis incluem o tabagismo,
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alcoolismo, obesidade, sedentarismo e elevado consumo de agucares refinados (Genco &

Sanz, 2020).

Diversos estudos tém demonstrado a relagdo bidirecional da doencga periodontal e
da diabetes mellitus (Genco & Sanz, 2020). As pessoas com diabetes mellitus t€ém mais
tendéncia a padecer de periodontite, pois o excesso de glicose estimula o aumento da
expressao da NF-kB, ativa os fibroblastos no ligamento periodontal, aumenta as relagdes
RANKL/OPG, os niveis das expressoes dos produtos finais da glicagdo avangada
(importantes mediadores patogénicos na diabetes, capazes de alterar, de forma
irreversivel, estruturas bioldgicas) ROS e mediadores inflamatdrios (Zheng et al., 2018).
Todos estes fatores induzem a apoptose dos osteoblastos e formagdo de osteoclastos,
levando ambos os processos ao aumento da reabsor¢ao 6ssea e redugdo da formacgao de
0sso0, promovendo desta forma a perda de osso alveolar na doenga periodontal. (Zhang et

al., 2021).

241 Relacao da P.gingivalis com a diabetes

Globalmente, em 2019, a prevaléncia da Diabetes foi de, aproximadamente, de
9,3% (463 milhdes de pessoas, com tendéncia a aumentar para 10.2% (578 milhdes de

pessoas) até 2030 e 10, 9% (700 milhdes) em 2045 (Saeedi et al., 2019).

Segundo um estudo realizado pelos Centers for Disease Control and Prevention
(CDC, 2022), nos Estados Unidos da América, existem um total de 37.3 milhdes de
pessoas a sofrer de diabetes mellitus (11.3% da populacao dos EUA). Em 96 milhdes de
americanos em idade adulta, 1 em cada 3 sofre de pré-diabetes e 8 em cada 10 com pré-
diabetes desconhece padecer da patologia. Em 2019, foram diagnosticados,

aproximadamente, 1.4 milhdes de novos casos de diabetes.

Um estudo realizado, em ratos, por Seyama et al (2020) demonstrou que as
vesiculas da membrana externa (proteinas da membrana externa) da P.gingivalis
transportam gingipainas ativas que sdo depositadas no figado e que diminuem a via de
sinalizagdao Akt/glicogénio sintetase kinase-33 (GKS-3p) induzida por insulina, causando
assim alteracdes nas células HepG2 hepaticas, resultando num aumento de glicose na

circulagdo sanguinea (Zhang et al., 2021).
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A insulina controla os niveis de glicose no sangue, diminuindo a produgao
hepatica de glicose e aumentando o uso de glicose periférica. A insulina ativa a cinase
serina/treonina Akt e o glicogénio sintase cinase 3 beta (GSK-3f) — sinalizagdo celular
mediada por glicogénio sintase cinase (GSK) e manutencao dos niveis normais de glicose
no sangue, estimulando a sintese de glicogénio nas células hepaticas. A desregulacdo do
complexo Akt/GSK-3p sob a estimulagdo de insulina, resulta em hiperglicemia. As
gingipainas da P.gingivalis estimulam esta desregulacdo do complexo Akt/GSK-38,
inibindo assim a sintese de glicogénio estimulada pela insulina nas células hepaticas
(Seyama et al., 2020). Deste modo, verifica-se que a P.gingivalis nao esta diretamente

envolvida na doenga diabetes, mas sim no controlo da mesma apoés esta estar estabelecida.

Atualmente, ainda ndo existem evidéncias de que o tratamento da periodontite consiga

eliminar a diabetes (Genco & Sanz, 2020).

2.5 Artrite reumatoide

A artrite reumatoide € uma doenga autoimune inflamatdria cronica que se
caracteriza por causar destrui¢do da cartilagem e da cépsula articular, sendo que nos

casos mais graves pode levar a deformidades articulares (Kriauciunas et al., 2019).

2.5.1 Relacao da P.gingivalis com a artrite reumatoide

Globalmente, a artrite reumatoide afeta 0.1-2% da populagdo mundial (Almutairiet
al.,2021).

De acordo com a American College of Rheumatology, aproximadamente, 1.3 milhdes
de pessoas nos Estados Unidos da América sofrem de artrite reumatoide (AR), o que
representa 0.6 a 1% da populacdo. Destes numeros, ¢ de realgar que 75% dos casos sdo

individuos do sexo feminino (Almoallim et al., 2021).

A alta prevaléncia da AR pode dever-se a sua etiologia que se centra nos fatores
genéticos (alelo HLA-DRBI1), obesidade, alteragdes hormonais, polui¢do ambiental (por
exemplo, pesticidas) e habitos nocivos. De salientar que entre os fatores nomeados
anteriormente, os fatores genéticos representam 60% dos casos de AR (Kriauciunas et

al., 2019).
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Também um agente infecioso pode ser um fator desencadeante desta doenga. O fator
reumatoide (FR) ¢ um auto-anticorpo especifico para o fragmento Fc da IgG. Este fator
ao reagir contra a IgG forma imunocomplexos que atingem e destroem os tecidos
saudaveis, como ¢ o exemplo da cartilagem e da capsula articular (Kriauciunas et al.,
2019). Deste modo, o exame realizado a este fator ¢ um marcados essencial para o
diagnostico da AR A citrulinagdo ¢ uma modifica¢do enzimatica pos-traducao que
converte um residuo de arginina num residuo de citrulina. Esta reacdo ¢ catalisada por

enzimas dependentes de ides de calcio, denominadas de desaminases de peptidilarginina

(PPADs).

A P.gingivalis tem a capacidade de expressar estas enzimas, sendo deste modo
relacionada com a doenga artrite reumatoide (Krutyhotowa et al., 2022). Diversos
estudos comprovaram que a citrulinagdo de queratina e flagrina ou a citrulinagdo da
proteina basica da mielina garante o isolamento elétrico das bainhas de mielina
(Krutyhotowa et al., 2022). Porém, uma citrulinacio extensa ou inadequada pode levar a
alteracdes patologicas. A substituicao de arginina, que desempenha um papel central na
integridade estrutural e funcional das proteinas, pode alterar o enovelamento das
mesmas e, desta forma, novos epitopos sdo expostos ao sistema imunitario

(Krutyhotowa et al., 2022).

Atualmente, o colagénio tipo II, fibrinogénio, vimentina e a-enolase foram
identificados como auto-antigénios citrulinados (Kriauciunas et al., 2019). Todas estas
proteinas podem ser encontradas nas articulagdes, podendo formar complexos imunes
com anticorpos, mediando mais reac¢des inflamatorias (Krutyhotowa et al., 2022). Ao
citrulinar proteinas no periodonto, a enzima PPAD da P. gingivalis pode desencadear a
produgdo de anticorpos anti proteina citrulinada (ACPAs) que podem reagir de forma
cruzada com proteinas citrulinadas nas articulagdes, tendo como principal consequéncia
uma inflamagao crénica com possivel destrui¢do articular (Krutyhotowa et al., 2022).
No entanto, a capacidade de a P.gingivalis ter a capacidade de expressar PPAD ndo € o
unico fator de viruléncia capaz de desencadear a AR. Também as gingipainas que sendo
enzimas proteoliticas, degradam as proteinas da matriz extracelular do hospedeiro tais
como, laminina, fibronectina e componentes do sistema de complemento. (Krutyhotowa

et al., 2022).

Em relagdo ao tratamento da AR ¢ de realgar que o tratamento primario da doenga
periodontal pode ndo s6 ajudar a manter a saude da cavidade oral, como também
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impedir a propagagao de bactérias para os tecidos circundantes evitando o

desenvolvimento da doeng¢a (Krutyhotowa et al., 2022).

2.6 Aterosclerose

A aterosclerose ¢ uma doenga cronica que ocorre, com maior frequéncia, nas artérias
de médio e grande porte, sendo considerada como a origem da maiorias das doencgas
cardiovasculares. Esta doenca desenvolve-se a partir da acumula¢do de gorduras e
materiais fibrosos nas paredes nas paredes das artérias, levando a reducdo ou bloqueio do

fluxo sanguineo (Genco & Sanz, 2020; Zhang et al., 2021).

2.6.1 Relacdo da P.gingivalis com a aterosclerose

A aterosclerose ¢ uma doenga que origina ataques cardiacos, derrames e doencas
vasculares periféricas, que sdo a principal causa de morte a nivel mundial (Zhang et al.,
2021). O niimero de doentes cardiovasculares tem vindo, ano apds ano, a aumentar, tendo
duplicado num intervalo de 29 anos, passando de 271 milhdes a data de 1990 para 523
milhdes no ano de 2019 (Song et al., 2020). O numero de mortes por doenca
cardiovascular em 1990 foi cerca de 12.1 milhdes e em 2019 atingiu os 18.6 milhdes,
mundialmente (Song et al., 2020). Até 2030 estima-se que, aproximadamente, 23.6
milhdes de pessoas morrerdo, anualmente, devido a doencas cardiovasculares (Song et

al., 2020).

A taxa de incidéncia, mundialmente, da doenga aterosclerdtica ¢ superior em
individuos com doenga periodontal em comparacao com individuos que nao apresentam

esta doenga (Genco & Sanz, 2020).

Ha dois mecanismos possiveis para esta relagdo (Schenkein et al; 2020). O
mecanismo que envolve a microbiota, que através de uma invasao celular vascular, pode
levar ao desenvolvimento das lesdes do ateroma; € os mecanismo inflamatorios e

imunoldgicos que influenciam, de forma direta, a patobiologia da lesdo do ateroma.

O processo patologico da aterosclerose estd relacionado com atividades fisiologicos

e transformacdo de diversas células, tais como células endoteliais (CEs), células
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musculares lisas vasculares (CMLV), macrofagos, células T e células dendriticas (CDs)
(Schenkein et al; 2020). A medida que ocorre a progressio da doenga, ocorre a
descamacdo de areas no endotélio e as plaquetas aderem a essas mesmas areas. Como
consequéncia, os monocitos circulantes sdo recrutados do sangue para a camada
subintima e modificam as lipoproteinas, diferenciando-se em células espumosas
(Schenkein et al; 2020). O stress oxidativo ¢ um fator crucial na aterosclerose. O stress
oxidativo endotelial promove a adesdo dos monocitos e a libertacdo de citocinas pro-
inflamatorias, o que leva a disfungao endotelial, sendo um importante precursor das lesdes

ateroscleroticas (Reyes et al., 2020).

A P.gingivalis pode aumentar, significativamente, a producao de espécies reativas do
oxigénio (ERO) e de radicais livres de superdxido, destruindo a fun¢ao endotelial. Todo

este processo ¢ realizado pela via de sinalizacdo TLRs-NF-kB (Reyes et al., 2020).

A P.gingivalis tem ainda a capacidade de ativar a proteina de repeticdo rica em leucina
com dominio de ligacdo a nucledtidos (NRL) e de promover a produgdo de inflamassomas
do recetor 3 com dominio de pirina (NLRP3) em células endoteliais (Zhang et al., 2021).
Deste modo, IL-1b e IL-18 comecam a ser secretados, estimulando a ocorréncia de

processos inflamatorios adicionais e stress oxidativo do endotélio (Reyes et al., 2020).

Apos ocorrer o stress oxidativo, a P.gingivalis desencadeia uma resposta ao processo
inflamatério nos vasos sanguineos. Comprovou-se que a P.gingivalis tem a capacidade
de aumentar os fatores pro-inflamatérios IL-1b, IL-6, TNF-a e interferdo gama (IFN-g)
nas células endoteliais (Reyes et al., 2020). Também as células endoteliais estimuladas
por LPS, fimbrias e gingipaina de P. gingivalis expressam altos niveis de MCP-1, ICAM-
1,1L-8, P-selectina e E-selectina, assim como o0s seus recetores C-C, recetor de
quimiociona tipo 2 e integrina aMB2 (Zhang et al., 2021). Todas estas proteinas tém a
capacidade de aumentar a adesdo e migragao, iniciando e promovendo a inflamagdo o que
leva ao desenvolvimento da aterosclerose. Nomeadamente, a IL-8 tem sido evidenciada
em diversos estudos como potenciadora da permeabilidade endotelial, sendo que esta

interleucina ¢ regulada de forma positiva pelo LPS da P.gingivalis (Reyes et al., 2020).

A permeabilidade da barreira endotelial também € um importante fator nas respostas
inflamatérias que desencadeiam a aterosclerose. Os fatores de viruléncia da P.gingivalis
como o LPS e gingipaina podem contribuir para a destrui¢do da barreira endotelial na

jungdo célula-célula endotelial, induzindo a decomposicao de moléculas de adesdo como
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VE-caderina e N-caderina (Zhang et al., 2021). Durante este processo, a proteina de
adesdo das células endoteliais plaquetarias e a integrina beta-1 € clivada e destruida pela
P.gingivalis nas células endoteliais, permitindo a transmigra¢ao de leucécitos(Zhang et

al., 2021) .

O LPS da P.gingivalis tem a capacidade de promover a internalizagdo de VE-caderina
nas cé¢lulas endoteliais , que desempenham um papel importante na regulacdo da
permeabilidade da célula endotelial e ainda promove a transi¢do das células endoteliais
para c¢lulas mesenquimais através da regulagdo de p38, Erkl e p65 (Zhang et al., 2021).
As gingipainas da P.gingivalis induzem a apoptose das células endoteliais através da
ativacdo das caspases 3, 8 ¢ 9 (Zhang et al., 2021). A P.gingivalis também promove a
coagula¢do vascular e inflamagdo relacionadas com a degradacdo e inativagdo de

trombomodulina na superficie das células endoteliais (Figura 17) (Zhang et al., 2021).
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Figura 17 - Cascatas moleculares ativadas por P.gingivalis em células endoteliais. O recetor TLR medeia o
reconhecimento de P.gingivalis. A P.gingivalis promove o stress oxidativo, através de TLRs—NF-kB e
inflamassomas NLRP3. A P.gingivalis induz a apoptose de céliulas endoteliais através da ativacdo das
caspases 3. 8 ¢ 9, sendo que as suas gingipainas também podem induzir a apoptose das células endoteliais
através da indugdo da clivagem de PARP e topo I. O LPS da P.gingivalis promove a transi¢ao do epitélio
mesenquimal através da regulag@o de p38, Erk1/2. P.gingivalis aumenta a migra¢do de monoécitos com uma
expressdo aumentada de MCP-1, ICAM-1, IL-8, P-selectina, E-selectina em células endoteliais [adaptado

de (Zhang et al., 2021)]
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O tratamento prévio da doenca periodontal pode prevenir o desenvolvimento da
aterosclerose, assim como a adogao de habitos de vida saudaveis (dieta, exercicio fisico,
etc) (Zhang et al., 2021). No entanto, apos o desenvolvimento da doenca, o tratamento da

doenca periodontal ndo parece ser eficaz para a resolugdo da aterosclerose (Zhang et al.,

2021).

2.7 Esteatose Hepatica Nao Alcodlica (EHNA)

A doenga hepatica gordurosa ndo alcoolica (DHGNA) ¢ a principal doenga crénica
originada pela obesidade e compreende a esteatose simples e esteatose hepatica ndo
alcodlica (EHNA) que se define como uma inflamagao com degeneracao dos hepatdcitos,

seguida de fibrose hepatica (Nagasaki et al., 2021).

2.71 Relacgao da P.gingivalis com a EHNA

Nos Estados Unidos da América o nimero de pacientes diagnosticados com EHNA
aumentou de 151.200 mil em 2010 para 1.867.000 mil em 2020. Deste modo, a taxa de
prevaléncia anual sofreu um aumento de 1.51% em 2010 para 2.79% em 2020. Este
aumento na prevaléncia de casos diagnosticados com EHNA deve-se ao facto de, nos
ultimos anos, ter ocorrido um aumento significativo do nimero de individuos obesos

(Hamid et al., 2022; Nagasaki et al., 2021).

A EHNA ¢ uma doenga de dificil controlo, devido a complexidade da sua etiologia.
No entanto, estudos demonstram que as células imunes ativadas por fatores de viruléncia
da P.gingivalis (nomeadamente, o LPS) desempenham papéis importantes na fibrose
hepética, por causa do aumento de producdo de citocinas (Hamid et al., 2022) . Mais
especificamente, os macrofagos agregam-se aos hepatdcitos circundantes, que possuem
grandes goticulas lipidicas, que sdo consideradas estruturas importantes. Estas estruturas
patologicas, conhecidas como estruturas hepaticas “crown-like” (hCLSs) estdo
relacionadas com a fibrose hepatica (Hamid et al., 2022). Na EHNA de estagio avangado,
as celulas estreladas hepaticas (HSCs) sdo ativadas pelo LPS de P. gingivalis e pelas

citocinas produzidas através das células imunes, resultando na proliferacdo e
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diferenciagdo das células miofibroblasticas, com consequente producdo de matriz
extracelular, que leva a ativacdo das células HSCs por serem os seus principais
componentes. (Hamid et al., 2022). Deste modo, as células imunes e a ativacao das HSCs
estdo, estritamente, relacionadas com a fibrose hepatica desempenhando importantes
papéis na progressao da EHNA. Estudos recentes, também demonstraram que a
estimulacdo do LPS da P.gingivalis induziu a produ¢do do fator transformador de
crescimento Bl (TGF-B1) e galectina-3 (Gal-3) a partir das HSCs e hepatdcitos, o que
promove a progressao da fibrose hepatica(Nagasaki et al., 2020) . Demonstrou-se que a
gingipaina e o recetor tipo-2 ativado por protease (PAR-2), também tém a capacidade de
induzir a producao de TGF-1 (Nagasaki et al., 2020). Além disso, a expressdao de PAR2
regulado por palmitato, é regulada de forma positiva nas HSCs (Nagasaki et al., 2021).
Todos estes processam levam a progressdo da fibrose hepdtica e desenvolvimento
constante da doenca. Diversos estudos demonstram que o tratamento prévio da doenga
periodontal, com erradicagdo P.gingivalis, pode inibir a progressdao da EHNA causada

pelo mesmo (Hamid et al., 2022; Nagasaki et al., 2020; Nagasaki et al., 2021).

2.8 Problemas na gravidez

A gravidez ¢ um processo fisioldgico Uinico que surge acompanhado de inimeras
alteragdes temporarias na estrutura fisica da mulher, nos seus niveis hormonais e no seu
sistema imunologico. Estas alteracdes sdo essenciais para manter o estado da mae e do
feto de forma estavel. No entanto, algumas destas mudancas fisioldgicas, hormonais ou
dietéticas, podem modificar o risco para a ocorréncia de doengas orais, devido ao facto
de afetarem a composicao microbiana nos varios locais do corpo da gestante (Saadaoui

etal., 2021).

2.8.1 Relacio da P.gingivalis com problemas na gravidez

O parto prematuro ¢ definido como o nascimento ocorrido antes das 37 semanas
de gestagdo, sendo a principal causa de morte neonatal, morbilidade infantil e sequelas a

longo prazo. Aproximadamente, 15 milhdes de bebés nascem de forma prematura,
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anualmente, em todo o mundo, indicando, desta forma, uma taxa global de nascimentos

prematuros de 11% (Walani, 2020).

A P.gingivalis consegue invadir o feto, placenta e tecidos maternos através do
trato urogenital ou indiretamente através dos vasos sanguineos presentes no periodonto
(Jia et al., 2019). O LPS desta bactéria liga-se ao recetor TLR, aos recetores de
complemento, ¢ ao dominio de oligomeriza¢ao de ligagao de nucledtidos (NOD), nos
tecidos maternos e fetais (Jia et al., 2019). A ativagdo de todos estes recetores aumenta a
resposta inflamatoria, ocorrendo um aumento da infiltracao de neutrofilos na placa basal
decidual/placentaria, mesenquima viloso e sinciciotrofoblastos da placenta, aumentando

assim o risco de lesdo tecidual mediada por radicais livres (Chopra et al., 2020).

A entrada da P.gingivalis na camada do sinciciotrofoblasto descola, parcialmente,
separa e degenera a membrana amniotica, causando necrose da placa coridnica que tem
como consequéncias corioamnionite (infecdo das membranas e do liquido amniotico) e
funisite (condi¢do inflamatéria do tecido conjuntivo do corddo umbilical) (Chopra et al.,
2020). O aumento desta infiltragdo de neutréfilos prejudica o tecido conjuntivo do
compartimento uterino por libertacdo de metaloproteinases de matriz (MMPs) e da
caspase 3 na unidade fetoplacentaria (Chopra et al., 2020). A MMP degrada o colagénio
no compartimento uterino € rompe o corio € a membrana externa com posterior
vazamento de liquido amnidtico. O aumento da concentragdo e MMP juntamente com a
ativacdo dos recetores TLR2/4 induz o influxo de calcio nos miocitos dos tecidos
conjuntivos uterinos e reduz o comprimento cervical que, por sua vez a um maior risco
de parto prematuro, restricio do crescimento fetal, aborto, infertilidade e falha na

implantacgao (Figura 19) (Chopra et al., 2020; Jia et al., 2019).

61



O Papel da Porphyromonas gingivalis na Etiologia das Doengas Sistémicas e Orais

Periodontite Maternal

L

P.gingivalis

!

LPS

:

Circulacdo sistémica

I TLR, NOD ¢ complemento Infiltragdo de Neutrofilos
(Tecido Uterino) (Mucosa Uterina)
l Citocinas pro-inflamatérias no liquido MMP
btic
ammohico (Mucosa Uterina)

Rutura
l{'l'er:ido Conjuntive Uterino)

!

Citotoxidade uterina; rutura da
membrana e contraciio uterina

|

l Comprimento cervical

|

Aborto espontiineo, infertilidade e
falha na implantaciio
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interage com varios recetores nos tecidos materbos e fetais, de modo a exacerbar uma resposta inflamatoria:
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fagocitose induzida por neutréfilos. O aumento da concentragdo de MMP juntamente com a ativagdo dos
recetores TLR2/4 induzem o influxo de calcio para os miocitos do tecido conjuntivo uterino e reduzem o
comprimento cervical. O comprimento cervical reduzido esta relacionado com um risco aumentado de
trabalho de parto prematuro, restricdo no crescimento fetal, aborto recorrente, infertilidade e falha na

implant¢do [adaptado de (Chopra et al., 2020)]

Nao hé ainda estudos que avaliem o papel da terapia microbiana sistémica na
prevencdo de problemas na gravidez induzidos pela P.gingivalis. Para isso, ¢é
necessario estudar e avaliar se esta bactéria € um fator de risco absoluto ou sistémico

para a gestacao e possiveis complicagdes (Chopra et al., 2020).
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Iv. Conclusao

A cavidade oral tem uma composi¢cao microbiana muito diversificada e que contém
microrganismos patogénicos capazes de desenvolver inimeras patologias. Assim sendo,
¢ de extrema importancia consultar um médico dentista de forma regular, de modo a

prevenir tanto as doengas orais como as possiveis doengas sistémicas.

A Dbactéria anaerdbia Gram-negativa Porphyromonas gingivalis, atualmente, ¢
considerada o agente etiologico da periodontite tendo sido, nos ultimos anos, associada
ao desenvolvimento de inumeras doengas sistémicas, tais como a doenga de Alzheimer,

diabetes, cancro, doengas hepaticas, doengas cardiacas, artrite reumatoide, entre outras.

A P. gingivalis possui multiplos fatores de viruléncia que tém sido identificados
como causadores dos efeitos patogénicos locais e/ou sistémicos. Estes estimulam a
libertacdo de enzimas e metaloproteinases da matriz, que destroem os tecidos conjuntivos

e 0sso alveolar.

Com esta dissertagdo pretendeu-se analisar e clarificar o papel da P.gingivalis na
etiopatogénese de diversas doencgas e quais os possiveis tratamentos e meios de prevengao

das mesmas.

A P.gingivalis adere, invade e replica-se dentro das células humanas. A adesdo
desta bactéria as células hospedeiro ¢ multimodal e envolve a interacdo da mesma com
recetores existentes na superficie celular. A internalizacdo da bactéria € rapida e requer
componentes que sdo dependentes do contacto bacteriano e de vias de sinalizagdo

induzidas pelo hospedeiro.

A P.gingivalis subverte as respostas do hospedeiro aos desafios bacterianos
através da inativagdo das c€lulas e moléculas imunitarias que leva a ativagao de processos

hospedeiros que, consequentemente, conduzem a destrui¢ao de tecidos.

A maioria das doencas sistémicas relacionadas com a P.gingivalis ainda precisam
de ser mais estudas, e por isso, sugere-se a realizacdo de estudos in vivo e in vitro de
modo a clarificar os mecanismos associados a patogénese das mesmas. No decorrer desta
dissertagdo verificou-se que a literatura acerca dos novos tratamentos direcionados a

erradicagdo da P.gingivalis em relagdo as diversas doencas sistémicas, ¢ muito limitada.
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